Avaliação das proteínas astrogliais aquaporina-4, conexina-43 e Kir4.1 em um modelo de demência induzido por estreptozotocina by Menezes, Leonardo
 
 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

















AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ASTROGLIAIS AQUAPORINA-4, CONEXINA-43 E 





















AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ASTROGLIAIS AQUAPORINA-4, CONEXINA-43 E 




Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Ciências Biológicas: 
Bioquímica do Instituto de Ciências Básicas 
da Saúde da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul como requisito parcial para a 
obtenção do título de mestre em Bioquímica. 
 


















































CIP - Catalogação na Publicação 
 
Elaborada pelo Sistema de Geração Automática de Ficha Catalográfica da UFRGS com os dados 





AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS ASTROGLIAIS AQUAPORINA-4, 
CONEXINA-43 E Kir4.1 EM UM MODELO DE DEMÊNCIA INDUZIDO 
POR ESTREPTOZOTOCINA / Leonardo Menezes. -- 2020. 
59 f. 
Orientador: Carlos Alberto Saraiva Gonçalves. 
 
 
Dissertação (Mestrado) -- Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul, Instituto de Ciências Básicas da 
Saúde, Programa de Pós-Graduação em Ciências 
Biológicas: Bioquímica, Porto Alegre, BR-RS, 2020. 
1. Doença de Alzheimer. 2. Estreptozotocina. 3. 
Proteínas astrogliais. 4. Marcadores astrogliais. I. 

























acima de tudo, confiança em nós mesmos. Devemos acreditar que somos talentosos 
 




À minha mãe, Jossami Moraes Menezes, pelo apoio incondicional durante 
todos os meus anos de vida acadêmica, pelo suporte, amor e carinho demonstrados 
sempre, pelas batalhas diárias e esforços em sempre ajudar-me com necessário e 
além. 
À Bruna Schultz, por todo companheirismo durante a realização deste 
trabalho, tanto nos momentos iniciais à seleção quanto ao longo do desenvolvimento 
deste. 
Às amigas, Inaiá Oliveira da Rocha e Silvia Bernardy, que mesmo com a 
distância nossa amizade e companheirismo não foi modificado.  
À Valeria Frank do Nascimento, pelas diversas horas trocando mensagens 
comigo, sendo a melhor pessoa do mundo nas minhas horas de desabafo e choro. 
À Taisa Rosa, por ser a melhor amiga do mundo e por estar sempre disposta 
a me ouvir, em qualquer lugar e a qualquer hora.  
Ao prof. Dr. Carlos Alberto Saraiva Gonçalves, por ser a pessoa incrível que 
é, por ter-me aceitado em seu laboratório de uma hora para outra, quase que 
literalmente. Por todo o apoio durante a realização deste trabalho, por todos os 
ensinamentos e pelos momentos de descontração. 
À Lilian, por ser praticamente minha coorientadora e ter me dado todo o 
suporte necessário, tanto de bancada quanto teórico, esse último mesmo estando em 
outro continente. Pela paciência e preocupação em sempre fazer seu melhor para 
ajudar o outro. 
À Letícia Rodrigues, vulgo Lets, por também ser um membro do laboratório 




A todos os colegas do laboratório 33 que, de alguma forma contribuíram para 



























PARTE I ...................................................................................................................... 1 
RESUMO..................................................................................................................... 2 
ABSTRACT ................................................................................................................. 3 
LISTA DE ABREVIAÇÕES E SIGLAS ....................................................................... 4 
1 INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 6 
1.1 ENVELHECIMENTO E DEMÊNCIA .................................................................. 6 
1.2 DOENÇA DE ALZHEIMER ................................................................................ 8 
1.3 ASTÓCITOS E DOENÇA DE ALZHEIMER ....................................................... 9 
1.3.1 Canais de potássio .................................................................................. 13 
1.4 MODELO ANIMAL DA DOENÇA DE ALZHEIMER ......................................... 14 
2 OBJETIVOS ........................................................................................................... 16 
2.1 OBJETIVO GERAL .......................................................................................... 16 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................ 16 
PARTE II ................................................................................................................... 17 
3 MATERIAIS E MÉTODOS ..................................................................................... 18 
3.1 ANIMAIS .......................................................................................................... 18 
3.2 INDUÇÃO DO MODELO ................................................................................. 19 
3.3 DESENHO EXPERIMENTAL .......................................................................... 20 
3.4 TESTE COMPORTAMENTAL ......................................................................... 21 
3.5 EUTANÁSIA, OBTENÇÃO DO LCR, HIPOCAMPO E SORO ......................... 22 
3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS .......................................................................... 23 
VII 
 
3.7 DOSAGEM DE PROTEÍNAS ........................................................................... 24 
3.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) .................. 24 
3.9 TRANSFERÊNCIA DAS PROTEÍNAS PARA MEMBRANA DE 
NITROCELULOSE ................................................................................................ 25 
3.10 IMUNODETECÇÃO ....................................................................................... 26 
3.11 DOSAGEM DE ALBUMINA NO LCR ............................................................. 27 
3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA ................................................................................ 27 
4 RESULTADOS ....................................................................................................... 28 
4.1 AVALIAÇÃO COGNITIVA ................................................................................ 28 
4.2 IMUNOCONTEÚDO DE AQUAPORINA-4, CONEXINA-43 E Kir4.1 ................ 29 
4.2.1 Aquaporina-4 (AQP4) .............................................................................. 29 
4.2.2 Conexina-43 (Cx-43) ................................................................................ 30 
4.2.3 Kir4.1 ......................................................................................................... 31 
4.3 DOSAGEM DE ALBUMINA NO LCR ............................................................... 32 
PARTE III .................................................................................................................. 33 
5 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 34 
6  CONSIDERAÇÕES FINAIS .................................................................................. 41 
REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 42 
LISTA DE FIGURAS ................................................................................................. 52 
LISTA DE EQUAÇÕES ............................................................................................ 52 






























O envelhecimento da população mundial vem se tornando uma das 
transformações sociais de maior significância do século XXI. Através dos danos 
moleculares e celulares resultantes do envelhecimento, a demência vem se tornando 
a maior responsável pelos altos números de incapacidade e dependência entre idosos 
ao redor do mundo, o que leva a reflexos familiares, sociais, psicológicos e 
econômicos. A doença de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de demência. A DA 
tem como característica principal a perda progressiva de memória e dano às funções 
cognitivas. Neste trabalho, investigamos o imunoconteúdo de proteínas 
predominantemente astrocíticas, incluindo aquaporina-4 (AQP4), conexina-43 (Cx-43) 
e canal retificador interno de potássio subunidade 4.1 (Kir4.1) em um modelo da 
doença de Alzheimer do tipo esporádica induzido por estreptozotocina (STZ). Nosso 
modelo demonstrou ser capaz de mimetizar a patologia da DA, visto que encontramos 
déficit cognitivo através do índice de reconhecimento de objetos por performance 
cognitiva em todos os tempos estudados (2, 4, 8 e 16 semanas após injeção 
intracerebroventricular de STZ (ICV-STZ)). Neste trabalho, observamos que, a partir 
da quarta semana de exposição ao modelo houve uma diminuição significativa do 
conteúdo de Cx-43. Também, um decréscimo no conteúdo de Kir4.1 na oitava e 
décima sexta semana foi observado. Para a AQP4, notamos que, na quarta e oitava 
semana houve um aumento e uma diminuição no seu imunoconteúdo, 
respectivamente. Com isso, vimos a possibilidade de envolvimento das proteínas 







The aging of the world population is becoming one of the most significant social 
transformations of the 21st century. Through the molecular and cellular damage 
resulting from aging, dementia has become the main responsible for the high numbers 
of disability and dependency among elderly people around the world, which leads to 
family, social, psychological and economic reflexes. Alzheimer's disease (AD) is the 
most common type of dementia. The main characteristic of AD is the progressive loss 
of memory and damage to cognitive functions. In this work, we investigated the 
immunocontent of astroglial proteins predominantly astrocytic proteins, including 
aquaporin-4 (AQP4), connexin-43 (Cx-43) and inwardly rectifying potassium channel 
subunit 4.1 (Kir4.1) in a model of sporadic Alzheimer's disease streptozotocin-induced 
(STZ). Our model proved to be able to mimic the pathology of AD, since we found 
cognitive deficit through the index of object recognition for cognitive performance at all 
times studied (2, 4, 8 and 16 weeks after intracerebroventricular injection of STZ). In 
this work, we observed that, from the fourth week of exposure to the model, there was 
a significant decrease in the content of Cx-43. Also, a decrease in the content of Kir4.1 
in the eighth and sixteenth week was observed. For AQP4, we noticed that, in the 
fourth and eighth week, there was an increase and a decrease in its immunocontent, 
respectively. With that, we saw the possibility of involvement of the proteins previously 
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1.1 ENVELHECIMENTO E DEMÊNCIA 
O envelhecimento é o decurso natural e progressivo que acontece durante a 
vida ocorrendo em todos os organismos. Esse processo acarreta alterações dos 
padrões fisiológicos dos indivíduos estando relacionado mutuamente com questões 
sociais, culturais, biológicas e psicológicas (MENDES, et al., 2018). 
O envelhecimento da população mundial vem se tornando uma das 
transformações sociais de maior significância do século XXI. Tais transformações 
surtem efeito em vários setores da sociedade moderna, tais como os mercados de 
trabalho e financeiro, aumento da demanda de bens e serviços incluindo habitação, 
transporte e segurança pública (UNITED NATIONS, 2020).  
No Brasil, estima-se que até o ano de 2042 a população idosa (com idade 
acima de 60 anos) chegue a 57 milhões, representando uma fatia populacional 
equivalente a 24,5% da população total no Brasil neste mesmo ano. Para o ano de 
2060, a previsão é de que o crescimento populacional tenha diminuído, chegando a 
228,2 milhões de brasileiros sendo que 25,5% desse valor representará a população 
idosa no país (IBGE, 2020). 
Do ponto de vista biológico, o envelhecimento é um processo dinâmico, 
progressivo e irreversível (FECHINE, TROMPIERI, 2012). Porém, o dinamismo deste 
não é linear, o que leva a um acúmulo de danos gradativos em nível celular e 
molecular no organismo e, em decorrência disso, há um decréscimo nas capacidades 




Todos os sistemas no organismo são atingidos pela morte celular progressiva 
resultante do envelhecimento. No sistema cardíaco, há um espessamento da parede 
arterial e alterações na composição da matriz vascular; diminuição da elasticidade das 
vias aéreas no sistema respiratório; perda de massa renal no sistema urinário 
(NAVARATNARAJAH; JACKSON, 2017).  
No sistema nervoso central (SNC), o envelhecimento natural do organismo 
leva a perda de densidade neuronal, diminuição da massa encefálica, decréscimo na 
produção de neurotransmissores importantes como os pertencentes às 
catecolaminas, serotonina e acetilcolina. Esse efeito sobre os neurotransmissores se 
reflete em mudanças de humor repentinas, perda de memória e efeitos negativos no 
sistema motor do indivíduo idoso (AMARYA; SINGH; SABHARWAL, 2018; 
NAVARATNARAJAH; JACKSON, 2017). 
Através dos danos moleculares e celulares resultantes do envelhecimento, 
problemas associados a doenças neurodegenerativas podem ou não acometer o 
indivíduo. Nesse âmbito, a demência surge como uma síndrome crônica ou de 
natureza progressiva que leva a perda cognitiva, afetando as capacidades de 
aprendizagem, comunicação, julgamento e compreensão, também acometendo a 
memória (MARTIN, 2009). 
A demência pode ser entendida também como um conjunto de sintomas 
associados às doenças neurodegenerativas, tais como a doença de Parkinson e a 
doença de Alzheimer (ESOPENKO; LEVINE, 2015). A demência é a maior 
responsável pelos altos números de incapacidade e dependência entre idosos ao 
redor do mundo, o que leva a reflexos familiares, sociais, psicológicos e econômicos 




1.2 DOENÇA DE ALZHEIMER 
A doença de Alzheimer (DA) é o tipo mais comum de demência (BALLARD et 
al., 2011). A DA tem como característica principal a perda progressiva de memória e 
dano as funções cognitivas (BATEMAN et al., 2012). Com o desenvolvimento da 
doença, sintomas como problemas de comunicação e localização espacial bem como 
mudanças comportamentais ligadas a agressividade e depressão começam a surgir 
(SILVA et al., 2019). 
A DA pode ser dividida em dois tipos: familiar (DAf) e esporádica (DAe). A 
DAf, é uma doença autossômica dominante que representa menos de 5% dos casos 
de DA (MAYEUX; STERN, 2012). Nesse tipo da doença, são encontradas mutações 
em 3 genes: proteína precursora de amiloide (do inglês, amyloid protein precursor, 
APP), presenilina-1 (PSEN1) ou presenilina-2 (PSEN2). Essas mutações impactam 
diretamente os níveis totais de peptídeo -amiloide ( ), bem como sua deposição 
formando as placas senis, características da DA (ISRAEL et al., 2012). 
A DAe é classificada como sendo uma doença multifatorial, visto que possui 
decorrência de fatores ambientais, porém também encontrados fatores genéticos que 
estão relacionados com este tipo da doença (CARREIRAS et al., 2014). 
Alguns fatores de risco ligados a DAe são: injúrias encefálicas atribuídas ao 
traumatismo craniano, diabetes mellitus (DM), depressão, hipertensão arterial, baixa 
escolaridade, fumo, entre outros (BUTTERFIELD; HALLIWELL, 2019; CALSOLARO; 
EDISON, 2016; GONG; LIU; IQBAL, 2018). Os casos de DA associados ao tipo 
esporádico representam mais de 95% de casos totais da doença (LISTA et al., 2015).  
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Patologicamente, a DA é caracterizada pela presença de placas resultantes 
da deposição de  e a presença de emaranhados neurofibrilares (NFTs) em 
decorrência da fosforilação da proteína tau (ROLAND; JACOBSEN, 2009). 
A formação de  ocorre devido à clivagem da APP por -secretases, que 
geram oligômeros e subsequentemente fibrilas insolúveis - as placas neuríticas. As 
placas neuríticas, no espaço interneuronal, interferem na sinalização sináptica. 
(DUBOIS et al., 2016; TIWARI et al., 2019). 
O mecanismo de fosforilação da proteína tau interneuronal não é 
completamente conhecido, mas acredita-se que há o envolvimento do  de forma 
inglês  glycogen synthase kinase 3) e CDK5 (do inglês  cyclin-dependent kinase 5) 
(DE STROOPER; WOODGETT, 2003).  
Também existem evidências que mostram que a neuroinflamação 
desencadeada pelo  promove a secreção de fatores pró-inflamatórios que 
estimulam a fosforilação da tau e reduzem a capacidade do proteossomo de realizar 
a degradação da proteína tau (BLURTON-JONES; LAFERLA, 2006). 
Do ponto de vista macroscópico, a DA leva a alterações morfológicas em 
diversas células do SNC, incluindo neurônios e os astrócitos. Com essas alterações, 
as funções específicas desses tipos de células ficam prejudicadas (PALOP, 2011), os 
astrócitos reagem ao estímulo nocivo entrando em estado reativo para tentar reverter 
ou amenizar os efeitos adversos da DA (PEKNY; PEKNA, 2014).  
1.3 ASTÓCITOS E DOENÇA DE ALZHEIMER 
Os astrócitos são as células mais abundantes entre as células gliais, estando 
bem distribuídos ao longo do tecido encefálico. São células heterogêneas, ou seja, 
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possuem diferentes funções e formas dependentes da região em que se localizam 
(GONZÁLEZ-REYES et al., 2017; JÄKEL; DIMOU, 2017; PEKNY; PEKNA, 2014). 
Pode-se diferenciar os astrócitos de outras células do SNC através da 
expressão de proteínas que servem como marcadores para esse tipo celular, dentre 
esses, pode-se citar a GFAP (do inglês  glial fibrillary acidic protein), a proteína 
ligante de cálcio S100B e a glutamina sintetase (SOFRONIEW; VINTERS, 2010). 
Porém, em uma situação de injúria no SNC, os astrócitos aumentam a expressão de 
GFAP bem como passam a expressar vimentina e nestina  outras proteínas de 
filamentos intermediários do citoesqueleto características de células imaturas 
(CARTER et al., 2019). 
A GFAP é uma proteína formadora de filamentos intermediários em astrócitos, 
juntamente com a vimentina, a nestina e a sinemina. E o aumento de GFAP serve 
como marcador altamente específico em estados de reatividade astrocitária 
(astrogliose). Este estado ocorre, geralmente, no envelhecimento e em doenças 
neurodegenerativas (ASSEFA; GEBRE; ALTAYE, 2018; JANY; HAGEMANN; 
MESSING, 2013; MIDDELDORP; HOL, 2011). 
Outra proteína que serve como marcador de reatividade glial é a S100B, é 
uma proteína ligante de cálcio produzida e secretada pelos astrócitos. É uma proteína 
de estrutura homodimérica que, assim como outras ligantes de cálcio sofre uma larga 
mudança conformacional que expõe os resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 
(CHAVES et al., 2010).  
Essa mudança conformacional permite que a S100B tenha atividade na 
modulação do ciclo celular, no metabolismo energético do SNC e um papel modulador 
importante na neuroinflamação (GULOKSUZ et al., 2017; IRAM; FRENKEL, 2012). 
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Num momento de dano, os astrócitos assumem uma forma reativa, mudam 
os aspectos morfológicos, transcricionais, funcionais e metabólicos. 
Morfologicamente, assumem um estado hipertrófico e iniciam um processo de 
ramificação (WILHELMSSON et al., 2006), assim também mudando a expressão de 
GFAP e S100B (SOFRONIEW, 2010). 
Fora de um ambiente patológico, os astrócitos auxiliam na sobrevivência de 
neurônios através de sua conexão com a circulação periférica (GORDLEEVA et al., 
2012), participam da captação e reciclagem de neurotransmissores, liberação de 
gliotransmissores (GABA, ATP, glutamato e D-serina) (VASILE; DOSSI; ROUACH, 
2017), modulação da atividade sináptica e neuroinflamação e controle da homeostase 
iônica (controle de íons como Na+, K+ e Cl-) (VASILE; DOSSI; ROUACH, 2017). 
Além das funções acima citadas, os astrócitos também podem auxiliar no 
controle da permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE) através de sua 
extensão celular presente nos vasos sanguíneos da BHE chamados de pés 
astrocíticos (ALVAREZ; KATAYAMA; PRAT, 2013). A BHE é formada por células 
endoteliais que, devido sua alta proximidade, formam uma barreira física que protege 
o SNC de substâncias nocivas circulantes no sangue (SWEENEY et al., 2019).  
A união das células endoteliais da BHE com os astrócitos, pericitos e 
neurônios forma a unidade neurovascular (UNV). Danos a BHE vêm sendo 
relacionados a doenças neurodegenerativas, tais como a doença de Parkinson e a DA 
(HAWKINS; DAVIS, 2005; STANIMIROVIC; FRIEDMAN, 2012).  
O controle da homeostase iônica realizado pelos astrócitos é alvo de estudos 
por estar relacionado ao sistema de tamponamento de íons de potássio (K+) (Figura 
1). Este funciona da seguinte forma: após a despolarização neuronal causada pela 
sinapse, os íons K+ são direcionados para o espaço extracelular onde serão 
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recaptados pelos astrócitos e levados para os vasos da BHE ou regiões onde os níveis 
de K+ não estejam elevados. A recaptação de K+ ocorre, principalmente, pela bomba 
de sódio/potássio (ou Na+/K+ ATPase), transportadores NKC (de Na+/K+/Cl-) e pelos 
canais de potássio Kir do tipo 4.1, sendo esses específicos para células gliais 
(LICHTER-KONECKI et al., 2008; POSATI et al., 2016). 
Figura 1: Demonstração do sistema de tamponamento espacial de potássio (K+). O fluxo intracelular 
de K+ devido a despolarização neuronal ocasiona a saída desse íon para o espaço extracelular onde é 
capturado pelos astrócitos através da Na+/K+ ATPase e Kir4.1. Porém, a figura mostra também o 






1.3.1 Canais de potássio 
Uma regulação constante dos íons intra e extracelulares é fundamental para 
um bom funcionamento do SNC. Alterações na homeostase iônica do SNC estão 
vinculadas a diversos estados patológicos, causando mudanças nas concentrações 
de eletrólitos e no volume ocupado no espaço intersticial. Essas mudanças acarretam 
a desregulação da atividade da rede neuronal (BENFENATI; FERRONI, 2010). 
A homeostase do K+ é feita através de captação ativa, cotransporte e 
principalmente por canais retificadores internos de potássio (Kir - do inglês  inwardly 
rectifying K+ channel). Essa ação é de extrema importância para o controle da 
excitabilidade neuronal (HERTZ et al., 2015). Essa família de canais possui mais de 
20 membros expressos entre Kir1.0 até Kir7.0, sendo o mais relacionado a homeostase 
do K+ o Kir4.1 (OLSEN; SONTHEIMER, 2008). 
O Kir4.1 é uma proteína de membrana que pode ser tanto homomérica (Kir4.1) 
quanto heteromérica (Kir4.1/5.1), essas estão distribuídas diferentemente em 
processos específicos no SNC. Nos astrócitos, é encontrada na região próxima aos 
dendritos neuronais e em domínios de membrana voltados para os vasos sanguíneos 
(HIBINO; KURACHI, 2007). 
Associado ao Kir4.1 encontra-se a aquaporina-4 (AQP4), isso porque as 
elevadas concentrações de K+ no meio extracelular causam a saída de água da célula 
pelo efeito de osmolaridade (GUNNARSON; ZELENINA; APERIA, 2004). A AQP4 é 
uma das principais proteínas dos canais de água expressa pelos astrócitos e está 
distribuída no tecido de forma não homogênea, sendo encontrada principalmente em 
regiões como corpo caloso, córtex e hipocampo. Sendo uma proteína de canal, sabe-
se que ela é responsável pelo balanceamento nas concentrações de água no SNC 
(GUNNARSON; ZELENINA; APERIA, 2004). 
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Associado ao sistema de tamponamento do K+ encontra-se também a 
conexina-43 (Cx-43), a principal proteína formadora das junções comunicantes (do 
inglês gap) em astrócitos. Essas junções astrócito-astrócito fazem como que as 
células gliais funcionem como um sincício, regulando a distribuição de metabólitos e 
íons, transferindo K+ por exemplo, de uma região hiperativa (com alta concentração 
extracelular desse íon) para uma região de menor atividade (ALMAD et al., 2016; 
GIEPMANS et al., 2001; KAWASAKI et al., 2009). 
1.4 MODELO ANIMAL DA DOENÇA DE ALZHEIMER 
Do total de casos de DA, 95% são casos onde o tipo da doença é o 
esporádico, sendo assim, a maior parte dos modelos de DA tenta simular os efeitos 
do tipo mais comum. Nesse âmbito, estudos vem progredindo com uso de injeção 
intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina (STZ  do inglês streptozotocin) 
(LANNERT; HOYER, 1998; MAYER; NITSCH; HOYER, 1990). 
Estreptozotocina (2-deoxi-2-(3-metil-3-nitrosoureia)-1-D-glicopiranose) é um 
componente do metabolismo secundário de bactérias do solo Streptomyces 
achromogenes. Devido a sua estrutura, a STZ é dada como um análogo citotóxico da 
glicose e é utilizada com agente alquilante na quimioterapia de pacientes com 
metástases pancreáticas e outros tipos de câncer (DOLAN, 1997; LENZEN, 2008).   
Em mamíferos, o mecanismo de ação da STZ não é totalmente elucidado. 
Porém, sabe-se que a STZ é altamente tóxica para as células -pancreáticas, sendo 
altamente específica para os transportadores de glicose do tipo II (GLUT2). A 
captação do STZ por esses transportadores culmina na alquilação do DNA, 
consequentemente levando a célula a um estado apoptótico. Além das -
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pancreáticas, outros tecidos expressam GLUT2 (hepatócitos e células tubulares 
renais) e são suscetíveis a ação do STZ (BOLZÁN; BIANCHI, 2002; CO, 2013). 
Sugere-se que, ao ser injetado no encéfalo através da via ICV, a STZ age 
sobre os receptores de glicose, diminuindo a captação dessa pelas células, 
prejudicando o metabolismo energético das mesmas (GRIEB, 2016). Porém, acredita-
se também que a ICV-STZ promova uma cascata de reações para produção de 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio levando assim a um estresse oxidativo da 
célula (BOLZÁN; BIANCHI, 2002). 
O modelo de DA induzido por STZ consegue mimetizar a fisiopatologia da 
doença nos níveis comportamental, celular e molecular. Animais submetidos a um 
tratamento com STZ na dose de 3 mg/kg já apresentam, em variados períodos de 
tempo, dano cognitivo, deposição de A e hiperfosforilação da proteína tau 
(BIASIBETTI et al., 2017; MEHLA; PAHUJA; GUPTA, 2013; NAZEM et al., 2015). 
Nosso grupo tem caracterizado as alterações astrogliais em particular neste 
modelo, que podem estar associadas ao dano cognitivo ou a progressão da doença, 
tais como a reduzida captação de glicose que caracteriza o hipometabolismo da DA, 
a neuroinflamação mediada pela calcineurina ou a excitotoxicidade glutamatérgica. 
No entanto, não há estudos sobre as proteínas envolvidas no tamponamento espacial 
de potássio neste modelo  especificamente Kir4.1, AQP4 e Cx-43. Tais alterações 
poderiam ser úteis para entender o dano causado neste modelo, bem como para 








2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar o efeito da administração intracerebroventricular de STZ (após 2, 4, 8 
e 16 semanas) sobre mudanças cognitivas e o conteúdo de proteínas hipocampais.  
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Avaliar o dano cognitivo em tarefa dependente do hipocampo; 
- Avaliar o conteúdo proteico de AQP4, Cx-43 e Kir4.1 no hipocampo 
- Medir a concentração de albumina no líquido cefalorraquidiano (LCR) como 













































3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 ANIMAIS 
Para a realização deste trabalho, foram utilizados ratos Wistar (Rattus 
norvegicus) com 90 dias pós-natal oriundos do Biotério Setorial do Departamento de 
Bioquímica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Este trabalho foi 
realizado após a avaliação e aprovação do mesmo pelo Comitê de Ética no Uso de 
Animais (CEUA) da UFRGS.  
Os procedimentos aqui utilizados estão de acordo com o preconizado pela Lei 
Arouca (lei nº 11.794, de 08 de outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA que 
dispõe sobre procedimentos e métodos de eutanásia em animais entre outras 
providências e pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório. 
Os animais foram mantidos e criados de acordo com o padrão sanitário 
convencional no Biotério do Departamento de Bioquímica desta Universidade em 
condições ambientais e climáticas controladas com ciclos de luz claro/escuro a cada 
12h (07h às 19h) e em temperatura controlada (21 a 24 ºC) com acesso ad libitum a 
água e ração balanceada padrão (50% carboidrato, 22% proteína e 4% lipídeo) para 
roedores.  
Como a altura das caixas para alojamento dos animais do biotério deste 
departamento não está em total acordo com a Resolução Normativa Nº15 de 16 de 
dezembro de 2016 do CONCEA, devido à ausência da verba necessária para compra 
destas caixas no momento, acomodamos um menor número de animais por caixa (3 
animais/caixa de dimensões 410 x 340 x 160 mm; 1110 cm2; 145 mm altura) em cama 
de maravalha de Pinus selecionada e autoclavada. 
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3.2 INDUÇÃO DO MODELO 
Os animais foram divididos em dois grupos: o ICV-STZ que recebeu uma 
injeção intracerebroventricular (ICV) bilateral de estreptozotocina (STZ - 3mg/kg), no 
volume total de  por ventrículo e o grupo SHAM que recebeu a ICV de solução 
salina (NaCl 0.9%) no mesmo volume também bilateralmente.  
Anteriormente ao início do procedimento cirúrgico, os animais foram 
anestesiados utilizando uma combinação de duas substâncias (cetamina (75 mg/kg) 
e xilazina (10 mg/kg)). A aplicação do anestésico foi feita através de injeção 
intraperitoneal. Após anestesiados, os animais foram posicionados em um aparelho 
estereotáxico.  
Logo após, foi realizada uma incisão na parte superior da cabeça do animal e 
os ventrículos foram acessados utilizando as seguintes coordenadas: 0,9 mm 
posterior a bregma; 1,5 mm lateral à sutura sagital; 3,6 mm abaixo da superfície do 
cérebro (BIASIBETTI et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).  
Após a cirurgia os animais foram colocados em almofadas de aquecimento 
para manter a temperatura corporal em 37 °C e mantidos nesse local até a 







3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 
Após a realização do procedimento cirúrgico, os animais foram divididos 8 
grupos de diferentes tempos pós a indução do modelo de acordo com a tabela 1. 
 
Tabela 1: Divisão dos grupos experimentais 
Grupos Duração do tratamento (semanas) 






Fonte: o autor, 2020. STZ = estreptozotocina 
 
Transcorrido o tempo de cada grupo, foi realizado o teste de reconhecimento 
de objetos e logo após o término deste, os animais foram anestesiados para posterior 
eutanásia e coleta de amostras (Figura 1). 
 
Figura 2: Desenho experimental. A figura mostra o cronograma de execução dos experimentos, 
incluindo o tempo de habituação e manuseio dos animais, procedimento cirúrgico para indução do 
modelo, teste de reconhecimento de objeto, esse último dividido em suas três etapas e por último a 
eutanásia e coleta de amostras. O autor, 2020. 
21 
 
3.4 TESTE COMPORTAMENTAL 
Após o período de tratamento (2, 4, 8 e 16 semanas), foi realizado o teste de 
reconhecimento de objetos, onde foi avaliado o aprendizado e a memória do animal 
como descrito anteriormente por (BIASIBETTI et al., 2017). 
O teste de reconhecimento de objeto é uma avaliação comportamental de 
memória dependente principalmente do comportamento exploratório inato de um 
roedor. Este teste é dividido em três etapas realizadas em 3 dias diferentes e 
consecutivos. Na primeira etapa do teste, a habituação, os ratos foram colocados no 
centro do aparelho para que fosse permitido explorar a área na ausência de objetos. 
No treinamento, realizado 24h após a primeira etapa, retornaram-se os ratos ao 
aparelho e este continha dois objetos idênticos em forma, tamanho e cor. A terceira 
etapa, o teste, foi realizada 1h e 24h após o treinamento, onde retornaram-se os ratos 
ao aparelho para testar a memória de curto (1h) e longo (24h) prazo. Nessa última 
fase do teste, o aparelho continha dois objetos: um objeto idêntico à sessão de treino 
e um outro objeto diferente (objeto novo). Cada sessão teve duração de 5 minutos e 
foi realizada em um aparelho de campo aberto com cada lado medindo 50 cm.  
Os objetos foram posicionados na linha diagonal da caixa, na zona periférica 
do aparato a 10 cm de distância da parede. Os animais foram colocados de costas 
para o centro e para os objetos. Entre um animal e outro, o aparato foi limpo com 
solução de etanol 70% e seco com papel toalha. 
O tempo gasto pelos ratos em explorar os objetos foi monitorado por um 
sistema de vídeo (Anymaze  Behavioural tracking software  versão 4.99). A 
exploração de um objeto foi definida quando o animal cheirou ou tocou o objeto com 
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do animal foi calculado o índice de reconhecimento (IR) de cada sessão. O cálculo 
realizado foi a razão do tempo de exploração do objeto novo (TON) sobre a soma do 
tempo de exploração do objeto antigo (TOA) e do TON. Segue a equação simplificada: 
 
 
Equação 1: Cálculo do índice de reconhecimento na tarefa de reconhecimento de objeto. 
3.5 EUTANÁSIA, OBTENÇÃO DO LCR, HIPOCAMPO E SORO 
Os procedimentos aqui descritos foram realizados seguindo todas as normas 
de ética na utilização de animais para experimentação. Para minimizar o estresse 
animal, os procedimentos foram realizados individualmente por operadores treinados 
em ambiente tranquilo na ausência de outros animais. 
Para obtenção das amostras visando posterior processamento, os animais 
foram anestesiados através de injeção intraperitoneal de cetamina (75mg/kg) e 
xilazina (10mg/kg). Após, foram então posicionados em um aparelho estereotáxico e 
o LCR foi obtido através de uma punção na cisterna magna usando uma seringa de 
insulina (27 Gauge (G) x ½ polegada). As amostras de LCR foram congeladas a -80 
°C até posterior análises.  
Após a obtenção do LCR, através de um corte na região abdominal, foi feita 
uma punção intracardíaca utilizando agulha (21 G x 1 ¼ polegada) e seringa 
adequadas. O material coletado foi transferido para tubos de coleta com ativador de 
coágulo devidamente identificados e permaneceu em repouso por cerca de 30 
minutos ou até a formação de coágulos. Seguinte, os tubos foram centrifugados (3200 
rpm x 10 minutos), o soro coletado e aliquotado e em seguida, as amostras obtidas 
foram submetidas ao congelamento em -80 ºC. 
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Logo após a punção cardíaca, os animais foram eutanaziados por 
decapitação e os cérebros foram removidos e colocados em uma solução de tampão 
fosfato de sódio (PBS  do inglês phosphate-buffered saline)  contendo: 51,33 mM de 
NaCl; 19,13 mM de NaH2PO4.H2O; 81,01 mM de Na2HPO4; pH 7,4. O hipocampo foi 
dissecado e fatiado utilizando um equipamento de corte (McIlwain Tissue Chopper). 
 PBS, separadas em grupos de 1 e 
4 fatias (conteúdo de GFAP e S100B; immunoblotting) em tubos eppendorf® e 
posteriormente congeladas a -80 °C até o processamento das mesmas. 
3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS 
As amostras de hipocampo obtidas foram submetidas ao procedimento de 
desnaturação proteica a fim de obter as proteínas em suas estruturas nativas. Para 
isso, foram adicionados às fatias 100 SDS 10%; EDTA 
a 100 mM; solução de hidroximetil-aminometano (TRIS) a 500 mM em pH 6,8; e água 
Milli-Q®) e 
em um recipiente adequado contendo água 96 ºC (±2 ºC) por 8 minutos.  Logo 
após, as amostras foram transferidas para novos tubos a fim de obter um volume final 
padrão. 
No intuito de fornecer um ambiente reduzido para as proteínas, foi adicionado 
- glicerol 100%; solução TRIS 
a 500 mM em pH 6,8; azul de bromofenol; água Milli-Q®) juntamente com -
mercaptoetanol. -




3.7 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 
A quantificação do total de proteínas presente em cada amostra foi feito 
utilizando o método de Lowry (LOWRY et al., 1951). O método foi aplicado utilizando-
se placas de 96 poços, onde foram aplicados 5 L de cada amostra em triplicata. Foi 
adicionado em cada poço um volume de 100 L do reagente de Lowry, onde a reação 
de incubação foi de 10 minutos em temperatura ambiente (TA). Seguido, foi 
adicionado em cada poço um total de 50 L do reagente de Folin-Ciocalteau com 
incubação de 30 minutos em TA. Como padrão de proteína, foi feita uma curva de 
calibração a partir de quantidades crescentes de solução de albumina (1 mg/mL).  
O cálculo do total de proteínas foi feito através do fator de calibração médio 
(FCM) obtido da curva de calibração. A concentração de proteínas foi expressa em 
g/  
 
Equação 2: Equação para obtenção da concentração proteica. Abs = Absorvância; B = Branco; Vtotal = 
Volume total de amostra 
 
O volume de amostra para realização da eletroforese foi determinado em 
relação a quantidade de proteína total. Os volumes aplicados em cada poço na 
eletroforese devem conter 20 g de proteína. 
3.8 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 
Com o preparo das amostras feito, as mesmas foram submetidas a separação 
eletroforética em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE). 
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Os géis de entrada (acrilamida 40%; solução TRIS a 500 mM em pH 6,8; SDS 
1%; água Milli-Q®; TEMED; persulfato de amônio 10%) e de separação (acrilamida 
40%; solução TRIS a 1,5 M em pH 8,8; SDS 1%; glicerol 100%; água Milli-Q®; TEMED, 
persulfato de amônio 10%) foram preparados em concentrações de 10 e 4,5% de 
poliacrilamida, respectivamente. 
A preparação dos géis foi feita em sistema de 8 x 8,5 cm (A x L) utilizando um 
pente para aplicação de 10 amostras. O tempo total de polimerização do gel final foi 
de 2h, sendo 30 min para o gel de separação e 1h30 min para o gel de entrada.  
Com o gel pronto, o mesmo foi montado em uma cuba vertical embebido em 
tampão de eletroforese (TRIS a 25 mM; glicina a 190 mM; SDS 90% a 4,24 mM). As 
amostras foram aplicadas nos devidos poços e em seguida o sistema de corrida foi 
fechado e a fonte provedora de corrente foi iniciada com a seguinte programação:   
tensão de 180 V e corrente de 240 mA durante 1h. 
3.9 TRANSFERÊNCIA DAS PROTEÍNAS PARA MEMBRANA DE NITROCELULOSE 
Após a eletroforese, o sistema de corrida foi desmontado, o gel de entrada foi 
retirado e descartado, assim restando apenas o gel de separação com as proteínas 
de interesse. Esse último, foi mergulhado em solução de Bjerrum (TRIS a 48 mM; 
glicina a 38 mM; metanol a 20%) a fim de retirar o excesso de SDS. 
O sistema de transferência das proteínas do gel para uma membrana de 
nitrocelulose foi montado utilizando um sistema semi-dry (Bio-Rad®) no formato de 
, os componentes 





Transcorrido o tempo da transferência, as membranas foram retiradas do 
sistema semi-dry e alocadas em recipientes adequados (8,6 x 6 x 3 cm  C x L x A). 
Após, foram imersas em solução de bloqueio (albumina 2% em T-TBS (do inglês  
Tween-Tris Buffered Saline  NaCl a 500 mM; TRIS a 30 mM; Tween 20 a 0,05%; 
água Milli-Q®; pH 7,5)) e ambientadas em câmara fria (4 ºC) overnight. 
Com o bloqueio realizado, as membranas foram lavadas com 15 mL de 
solução de T-TBS (3x; 5 mL por 5 min cada). Após as lavagens, as membranas foram 
submetidas a incubação com os anticorpos primários para as proteínas de interesse. 
No caso, foram utilizados goat anti-Kir4.1 (1:5.000) (Santa Cruz Biotechnology), rabbit 
anti-AQP4 (1:5.000) (Santa Cruz Biotechnology) e mouse anti-Cx-43 (1:5.000) 
(Invitrogen). As diluições dos anticorpos foram feitas em solução de T-TBS. A 
incubação de cada anticorpo primário foi feita a 4 ºC e overnight. 
Findado o tempo de incubação com o anticorpo primário, as membranas 
foram lavadas com 15 mL de solução de T-TBS (3x; 5 mL por 5 minutos cada). Após, 
as membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos secundários HRP (do 
inglês  Horseradish Peroxidase): anti-goat; anti-rabbit; anti-mouse. A diluição destes 
foi feita sendo 1:10.000 em solução de T-TBS. A incubação com os anticorpos 
secundários foi feita a 4 ºC durante 1h. Após esse período, as membranas foram 
lavadas com 15 mL de solução de T-TBS (3x; 5 mL por 10 minutos cada) e 5 mL de 
solução de TBS (do inglês  Tris Buffered Saline  NaCl a 500 mM; TRIS a 30 mM; 
água Milli-Q®; pH 7,5) (1x; 10 minutos). 
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A detecção das bandas foi feita utilizando uma solução comercial de ECL (do 
inglês  Enhanced chemiluminescens) (ThermoFisher) na proporção de 1:1 entre as 
soluções  
Com a solução de uso preparada, foi vertido sobre cada membrana um 
minuto. As imagens de quimiolumescência foram obtidas através do software 
ImageQuant® LAS 4000 CCD Camera System (GE Healthcare) e a quantificação da 
intensidade dos pixels foi feita através do software ImageJ (Image processing and 
analysis in Java  NIH). 
3.11 DOSAGEM DE ALBUMINA NO LCR 
Para dosagem de albumina no LCR, foi utilizado um método colorimétrico a 
partir da reação entre albumina e o verde de bromocresol. O ensaio foi performado 
utilizando o kit comercial de albumina monoreagente (K040  Bioclin) de acordo com 
as especificações da bula do kit. 
3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A análise estatística dos dados obtidos foi feita utilizando-se o software 
GraphPad Prism versão 6.0. Para a análise dos dados obtidos do comportamento e 
dos parâmetros bioquímicos foi realizado o teste t de Student não pareado. Valores 
de p <0,05 foram considerados significativos. Os dados estão apresentados como 




6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  
É importante que se diga que um trabalho paralelo no laboratório mostra que 
o aumento do peptídeo beta amiloide não acontece até a oitava semana após a 
administração da STZ (BANDEIRA, 2020, dados não publicados). Com os resultados 
apresentados aqui, podemos inferir que o déficit cognitivo observado em um modelo 
da DA do tipo esporádica induzido por administração ICV-STZ esteja, possivelmente, 
relacionado ao dano inflamatório anterior à cascata amiloide. Para os tempos 
estudados, sugerimos que o dano cognitivo apresentado pelos animais esteja também 
relacionado com disfunções na comunicação astrócito-astrócito, já que na quarta 
semana após a ICV-STZ detectamos uma redução no conteúdo de Cx-43 e na 
capacidade tamponante espacial do K+, já que além da Cx-43 observamos redução 
no conteúdo de Kir4.1. Assim, os dados aqui apresentados contribuem para maior 
compreensão da fisiopatologia da DA e abrem perspectivas para novos estudos sobre 
o envolvimento das células gliais no modelo de ICV-STZ, particularmente no dano 
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